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Os tipos histológicos e localizações dos tumores diagnosticados em pacientes 
portadores de mutação hereditária no gene TP53 são semelhantes aos encontrados 
nos pacientes com mutação esporádica no TP53. Entretanto, os pacientes com 
mutação hereditária tendem a desenvolver os tumores mais precocemente. O tecido 
adrenocortical é aparentemente muito mais  sensível à perda da atividade da 
proteína p53, especialmente nos primeiros anos de vida quando comparado ao 
córtex adrenal adulto. Em adição, mais de 50% dos tumores do córtex adrenal (TCA) 
de crianças apresentam algum tipo de mutação no TP53. Células de TCA com 
mutação no TP53 apresentam mais perdas e ganhos de cromossomos do que TCA 
sem mutação no TP53. Acredita-se que a mutação isolada no gene TP53 é 
insuficiente para o desenvolvimento tumoral, sendo necessário contribuições de 
outros fatores genéticos e/ou ambientais  para o inicio da tumorigênese. Carcinoma 
adrenocortical pediátrico (CCA) é um tumor raro, maligno, e com prognóstico 
reservado.  
O objetivo deste trabalho foi analisar 37 TCAs de crianças pelo sequenciamento 
genômico completo, sequenciamento do exoma e/ou sequenciamento do 
transcriptoma. O critério de seleção dos TCAs (carcinomas e adenomas) considerou 
a distribuição dos diferentes tipos histológicos (benigno e maligno), presença ou 
ausência de mutação no gene TP53, TCAs com a mutação TP53 R337H, ou outras 
mutações  no gene TP53  com elevada penetrância. A perda de heterozigose (LOH) 
do braço curto do cromossomo 11 (ch11p) ocorreu em 91% dos casos, e em todos 
os casos analisados a perda foi do cromossomo materno. O gene IGF-2, localizado 
dentro de um conjunto  de genes sob controle de imprinting no ch11p, apresentou 
elevada  expressão em 100% dos tumores analisados. Mutações no gene TP53 em 
combinação com LOH do cromossomo 17 (ch17) foi observado em 28/37 casos de 
TCAs (76%), quando comparado  com TCAs que apresentaram o p53 selvagem. 
LOH dos cromossomos ch11p e ch17 ocorreu no início da tumorigênese, sugerindo 
serem estes eventos iniciadores da formação tumoral. Outras alterações genéticas 
encontradas nos TCAs incluem mutações somáticas recorrentes nos  genes ATRX,  
CTNNB1, e integração do virus herpes humano-6 (HHV6) na região telomérica do 
ch11p. O pior prognóstico foi identificado nos pacientes com CCAs  que 
apresentaram mutações no TP53 e ATRX associadas a outras anormalidades 
genômicas, incluindo as variações estruturais complexas. No conjunto, estes 
resultados demonstram o caráter, a ordem temporal e o possível significado 
prognóstico de alterações genéticas fundamentais nos TCAs pediátricos, como 














The spectrum of tumors in patients with TP53 germline mutation is similar to that 
found in sporadic tumors, but inherited tumors tend to develop much earlier. The 
adrenocortical tissue of younger children are highly sensitive to the loss of p53 
activity, much more than the adult adrenal cortex, and over 50% of the adrenocortical 
tumours (ACT) of children have some kind of TP53 mutation. ACT cells with TP53 
mutations exhibit more deletions and gains of chromosomes than ACTs without TP53 
mutation. It is believed that cells with TP53 mutations to undergo transformation 
require contributions from environmental contaminants and / or other mutations to 
initiate tumorigenesis.  Pediatric adrenocortical carcinoma is a rare malignancy with 
poor prognosis. Here we analyzed 37 childhood ACTs by whole genome, whole 
exome and/or transcriptome sequencing. The criteria for selecting ACTs (carcinomas 
and adenomas) considered the well-known distribution of different ACT types, 
including benign and malignant tumors, presence or absence of mutations in the 
TP53 gene, and also ACTs with the TP53 R337H mutation or other mutation in the 
TP53 gene with higher penetrance. Loss of heterozygosity (LOH) of chromosome 
11p occurred in 91% of ACTs and all informative cases selected against the maternal 
chromosome. IGF2, which is located within a cluster of imprinted genes on 
chromosome 11p, was overexpressed in 100% of the tumors. TP53 mutations and 
chromosome 17 LOH with selection against wild-type TP53 were observed in 28 ACT 
cases (76%). Copy neutral- LOH of chromosomes 11p and 17 occurred early during 
tumorigenesis, suggestive of tumor driver events. Additional genetic alterations 
included recurrent somatic mutations in ATRX and CTNNB1, as well as integration of 
human herpesvirus-6 (HHV6) in the telomeric region of chromosome 11p. A very 
poor outcome was predicted by concomitant TP53 and ATRX mutations and 
associated genomic abnormalities, including  massive  structural  variations  and  a  
high  background  mutation  rate. Collectively, these findings demonstrate the nature, 
timing and potential prognostic significance of key genetic alterations in pediatric 
ACT and outline a hypothetical model of pediatric adrenocortical tumorigenesis. 
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SF-1 – Steroidogenic Factor 1 (fator esteroidogênico 1).  
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SJACT – Série de pacientes do registro do SJCRH (IPACTR) 
SJACT001 – Paciente número 1 
SJACT002 – Paciente número 2 
SJACT003 – Paciente número 3 
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SNP309G – Polimorfismo de um nucleotídio (mudança de T para G) no segundo 
promotor (P2) do gene MDM2 humano 
SNVs – Single nucleotide variants (Variantes de um nucleotídio) 
SSC 2X – Citrato de salina-sódica, 2X   
SVS- Variantes estruturais 
TCA – Tumor de córtex adrenal 
Tier – Classificação por nível (cada nível representa um tipo de mutação) 
Tier 1 (nível 1): mutações que ocorrem em sequências codificadoras, locais de 
splicing e RNAs não-codificantes. Incluem mutações que mudam o aminoácido ou 
não mudam o aminoácido (=silenciosas) 
Tier 2 (nível 2): mutações que alteram sequências conservadas ou reguladoras 
Tier 3 (nível 3): mutações em porções únicas não-codificantes do genoma 
Tier 4 (nível 4): mutações em regiões repetitivas não codificantes (todas as outras 
SNVs) 
TMB – Taxa de mutação de base 
TP53 – Tumor protein 53 
TPX2 – Microtubule-Associated Protein 
TTAGGG – Sequência de DNA: timina, adenina, guanina, guanina, guanina  
U94 – Proteina U94  
UPD – Indicativo de dissomia uniparental 
UTR - untranslated region (região não codificadora) 
WGA - Whole Genome amplification (Amplificação completa do genoma). 
WGS – Whole Genome Sequencing (sequenciamento completo de genoma). 
WSE -  Whole exome sequencing (sequenciamento completo dos exomas). 





1 INTRODUÇÃO ...................................................................................... 15 
1.1 OBJETIVO GERAL .............................................................................. 17 
1.2 OBJETIVO ESPECÍFICO .................................................................... 17 
2 REVISÃO DE LITERATURA ................................................................ 18 
2.1 Mutações no gene TP53 associadas com outras alterações genéticas  18 
2.2 Fatores colaboradores no TCA Pediátrico .......................................... 26 
3 METODOLOGIA .................................................................................. 30 
3.1 Sequenciamento completo do genoma (WGS) ................................... 30 
3.2 Sequenciamento completo dos exomas (WES) ............................... 31 
3.3 Validação do sequenciamento de DNA ........................................... 32 
3.4 Sequenciamento do transcriptoma ............................................... 32 
3.5 Análise GISTIC .......................................................... 33 
3.6 Perfil de cn-LOH .............................................. 33 
3.7 Conteúdo de DNA telomérico e telômero FISH ................................. 33 
3.8 Análise de marcadores microssatélites no cromossomo 11p .............. 34 
3.9 Mutações no TP53 e em outros genes .......................................... 34 
3.10 Integração cromossômica – HHV-6 ......................................... 34 
4 RESULTADOS .............................................................. 35 
4.1 Análise do genoma e transcriptoma .............................................. 37 
4.2 Mutação no TP53 ..................................................................... 40 
4.3 Mutações somáticas ATRX ................................................... 44 
4.4 Mutações somáticas β-catenin ...................................... 44 
4.5 Classificação genômica do TCA .......................................... 45 
4.6 Perda de Heterozigose dos cromossomos 11 e 17 ............................. 46 
4.7 Cronologia de cn-LOH dos cromossomos 11 e 17 .............................. 47 
4.8 Integração cromossomal do herpesvírus humano 6 ................ 47 
4.9 Outros eventos genéticos 49 
5 DISCUSSÕES 50 




Muitas pesquisas moleculares e celulares relacionadas ao tumor de córtex 
adrenal (TCA) foram realizadas nos últimos 20 anos no St. Jude Children’s Research 
Hospital (Memphis, EUA), no Sul e Sudeste do Brasil, e em outros países. Os 
avanços metodológicos, a preços cada vez mais baixos, permitiram desenvolver 
trabalhos que antes eram difíceis e demandavam muito tempo. O presente estudo é 
um exemplo da combinação dessas tecnologias  com  a colaboração essencial de 
especialistas em áreas muito específicas, sobretudo da bioinformática.  
Foi proposto que a elevada incidência dos TCAs de crianças do Estado do 
Paraná é decorrente da elevada prevalência da mutação TP53 R337H na população 
(RIBEIRO et al., 2001),  depois confirmada em pacientes do Estado de São Paulo 
(LATRONICO et al., 2001). O mecanismo inicial proposto sobre a perda de função 
desta proteína p53 R337H associa temperatura e pH elevados (DIGIAMMARINO et 
al., 2002), sugerindo um modelo de uma possível relação entre a atividade de um 
alelo do TP53 e fatores ambientais.  A origem desta mutação foi descrita como efeito 
fundador (PINTO et al., 2004)  e, de fato, até a presente data nunca foi identificada 
uma mutação TP53 R337H de novo em crianças do Sul e Sudeste do Brasil. A 
elevada incidência do TCA ,15 a 18 vezes maior em crianças do Sul e Sudeste do 
Brasil (PIANOVSKI et al., 2006), foi confirmada  recentemente no screening neonatal 
realizado no Estado do Paraná entre 2005 e 2011 (CUSTÓDIO et al., 2013), e no 
screening neonatal na região metropolitana da cidade de Campinas, Estado de São 
Paulo (em andamento, comunicação pessoal). A penetrância deste alelo R337H 
para determinado tipo de tumor depende muito da população estudada, de forma 
que em coorte de base hospitalar a penetrância para o TCA pediátrico foi 10% 
(FIGUEIREDO et al., 2006), enquanto na população geral foi 2,7% (CUSTÓDIO et 
al., 2013). Nestes últimos 2 estudos, não foi considerado o aspecto ambiental, nem a 
possibilidade de haver influência positiva ou negativa de outras alterações genéticas 
associadas.  
O grande desafio das pesquisas recentes foi a demonstração de que é 
possível identificar o TCA (através do screening neonatal para TP53 R337H, exames 
periódicos do hormônio sulfato de dehidroepiandrosterona, e ultrasonografia  
abdominal) antes da criança apresentar os sinais e sintomas característicos de 
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doença avançada, ou seja, antes do TCA atingir um tamanho que impossibilite 
ressecção completa ou haja necessidade de tratamento complementar com 
quimioterapia e mitotano (CUSTÓDIO et al., 2013). O segundo desafio ainda não foi 
plenamente concluído; ainda não foi identificado um grupo de marcadores 
moleculares prognósticos que pudessem prever o grau de malignidade e/ou a 
resposta terapêutica destes tumores.  
O presente estudo foi realizado com o objetivo de  contribuir com os dois 
desafios aqui citados, identificando marcadores relacionados à tumorigênese, ao 
crescimento e malignidade do TCA. Por exemplo, o aconselhamento genético e a 
decisão sobre os intervalos de exames durante o seguimento ambulatorial de uma 
criança com mutação TP53 R337H, poderiam ser baseados na presença ou 
ausência de outros marcadores que possam  estimar melhor a possibilidade de 
aparecimento do TCA, e com isto ser possível estabelecer subgrupos de pacientes 
que necessitam (ou não) de atenções diferenciadas, e em intervalos de tempo mais 
curtos.   
Nossa hipótese é que "Alterações genéticas, herdadas e/ou adquiridas, se 
somam à mutação germinativa no gene TP53 e contribuem para a gênese, 




1.1 OBJETIVO GERAL 
 
Identificar as alterações genômicas que se relacionam com a formação e/ou 
prognóstico do CCA em crianças. 
 
1.2 OBJETIVO ESPECÍFICO 
 
 Obter as sequências genômicas completas de amostras pareadas de sangue 
periférico e de tumores de córtex adrenal de crianças (n=37); 
 Identificar genes ou variações genéticas associados ao tumor de córtex 
adrenal pediátrico; 







2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 MUTAÇÕES NO GENE TP53 ASSOCIADAS COM OUTRAS ALTERAÇÕES 
GENÉTICAS  
 
As neoplasias pediátricas representam cerca de 1% a 2% de todos os tumores 
malignos humanos (Altekruse et al., 2010). Como um grupo, as mutações somáticas 
no TP53 estão entre as alterações genéticas mais comumente observadas em 
cânceres humanos e ocorrem em aproximadamente 50% dos tumores esporádicos 
(Strong et al., 1992; Birch et al., 1998;. Bennett et al., 1999). Muitos estudos tem 
revelado a existência de diversos mutantes de TP53 herdados, que resultam em 
diferentes níveis de atividade supressora de tumor, os quais  se correlacionam com 
o risco de câncer em termos de penetrância, idade de surgimento da neoplasia e 
tipos de  tumor (revisado por Pinto et al., 2011). O tecido adrenocortical infantil é 
altamente sensível a perda de atividade da p53, aparentemente muito mais que o 
córtex adrenal adulto. 
Embora o tipo e localização dos tumores observados em portadores de uma 
mutação germinativa no TP53 seja semelhante ao encontrado nos tumores 
esporádicos, esses pacientes com mutação hereditária tendem a desenvolver 
tumores muito mais precocemente quando comparados com pacientes com o 
mesmo tipo de cancer e mutação esporádica do TP53. A antecipação do 
desenvolvimento de tumores neste grupo de pacientes, particularmente em certos 
tecidos, sugere que as células com mutações no TP53 necessitam de  ter  
contribuições de outros fatores genéticos e/ou  ambientais para iniciar a 
tumorigênese. Postula-se que polimorfismos genéticos constitucionais, mutações em 
outros genes, e mecanismos epigenéticos possam contribuir com a perda da 
atividade do p53 e promover o desenvolvimento tumoral. Compreender as 
mudanças genéticas em TCAs fornece os indícios essenciais para a sua etiologia, 
em especial o equilíbrio entre fatores genéticos versus ambientais na causa da 
doença. Muitos estudos celulares e moleculares de p53 mutantes, e de suas  vias 
associadas, foram realizados no St. Jude Children’s Hospital, contribuindo para 
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conhecer os mecanismos de condução da tumorigênese adrenocortical e para o 
desenvolvimento de terapias mais eficazes para esses pacientes. 
 
A proteína p53, codificada pelo gene TP53 humano localizado no braço curto 
do cromossomo 17 (Ch 17p13.1), funciona primariamente como um factor de 
transcrição. Quatro  monômeros unidos formam uma unidade tetramérica ativa que é 
essencial para a manutenção do crescimento e sobrevivência de células normais. O 
estresse celular causado por agentes que danificam o DNA, a desregulação de 
oncogenes ou outras injúrias ambientais, tais como a hipóxia, podem ativar a p53, 
resultando na parada do ciclo celular, senescência celular e/ou apoptose. A p53 
pode também afetar vias glicolíticas, promover o reparo de DNA, angiogênese, 
longevidade e envelhecimento (Vousden et al., 2007). Após sua síntese, a p53 sofre 
modificações pós-translacionais que resultam em estabilização, ativação e induz a 
expressão de seus genes-alvo (Brosh e Rotter, 2009). Estes genes respondem à 
ação da p53 e são diferencialmente regulados: dependendo do contexto celular, a 
extensão do dano celular, e vários outros parâmetros ainda não identificados (Oren, 
2003). 
Durante a tumorigênese, fortes pressões seletivas colaboram para inativar a  
p53 (Vousden e Lu, 2002). Cerca de 50% de todos os tumores humanos possuem 
mutações intrínsicas no TP53, enquanto que o restante dos casos adquirem outras 
alterações genéticas ou epigenéticas que eventualmente comprometem a função da 
p53 (Weisz et al., 2007). A maioria das mutações no TP53 associadas com  tumores 
possuem substituições de um único nucleótidio. A grande maioria destas mutações 
pontuais estão agrupadas no domínio de ligação ao DNA (DBD), e resultam na 
expressão de uma proteína mutante com mudança de um aminoácido e que é 
deficiente na ligação à sequência específica do DNA, na transativação e na inibição 
do crescimento (Yan et al., 2010). Além disso, a p53 pode ser funcionalmente 
inativada através da perda de indutores a montante (ATM, p14ARF), a jusante 
(caspase 9, APAF1), ou pela super-exposição aos reguladores negativos (MDM2, 
MDM4, papiloma vírus humano E6) (Zambetti, 2007). 
Aproximadamente 80% das mutações no TP53 ocorrem no DBD (Petitjean et 
al., 2007), com a maioria ocorrendo em 6 codons, denominados “hot spots” (175, 
245, 248, 249, 273, e 282). Estes códons são responsáveis por cerca de 40% de 
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todas as mutações missense  (= troca de base resultando em troca de aminoácido) 
no TP53 e são naturalmente selecionados durante a tumorigênese devido aos seus 
efeitos deletérios sobre a capacidade da p53 em se ligar ao DNA e regular a 
transcrição (Weisz et al., 2007). A maioria das proteínas p53 missense são estáveis 
e acumuladas em níveis elevados nos tumores humanos (Vousden e Lu, 2002). Foi 
demonstrado que algumas p53 mutantes exibem um fenótipo dominante negativo 
pela ligação do monômero p53 normal (expresso pelo alelo selvagem), resultando 
em heterodímero e tetrâmero inativos (Milner et al., 1991; de Vries et al., 2002). 
Consistentemente com estes achados, foram descritos cânceres humanos com uma 
p53 mutante e uma p53 selvagem (Russell-Swetek et al., 2008). Da mesma forma, 
camundongos que são heterozigotos para uma mutação de um único nucleotídio no 
gene TP53 com efeito dominante negativo, desenvolvem tumores sem a perda do 
alelo TP53 selvagem (Liu et al., 2000). A inativação parcial da função da proteína 
p53 selvagem pela p53 mutante pode proporcionar alguma vantagem seletiva 
durante a progressão tumoral. 
A atividade supressora de tumor da p53 é limitada principalmente pela MDM2, 
que se liga e bloqueia o terminal amina da p53. Consequentemente, a MDM2 inibe a 
função de transcrição da p53 e, por meio da atividade da  ubiquitina ligase E3, a p53 
ė sinalizada para a degradação proteosomal. A transcrição da MDM2 pode ser direta 
e positivamente regulada pela p53 (Momand et al., 1992; Haupt et al., 1997). A 
importância dessa interação na regulação da supressão tumoral dependente de p53 
é destacado pelos seguintes achados: 1) Estudos em modelos animais têm 
demonstrado que a letalidade embriônica de camundongos com perda de MDM2 
pode ser totalmente resgatada por exclusão da p53; 2) camundongos MDM2 
transgênicos são propensos ao desenvolvimento tumoral; 3) MDM2 é 
frequentemente amplificado e super expresso em tumores humanos que retêm o 
alelo selvagem TP53; e 4) Nutlin, um inibidor de MDM2, pode reativar a função da 
p53 em tumores que expressam o alelo selvagem TP53 (Wade et al., 2009).  
Um polimorfismo de um único nucleótido (SNP) no promotor de MDM2, no 
nucleótidio 309T>G (rs2279744), demonstrou melhorar a transcrição de MDM2, 
resultando no acumulo da proteína MDM2 e, consequentemente, a atenuação da 
função da p53 (Bond et al., 2004). De acordo com estes resultados, o alelo MDM2 
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SNP309G está associado com a idade precoce de surgimento dos tumores em 
pacientes com síndrome de Li-Fraumeni (LFS) (Bougeard et al., 2006). 
A inativação da p53 em cânceres humanos pode também ocorrer através da 
amplificação e super expressão de MDM4, o qual compartilha homologia com MDM2 
(Shvarts et al., 1996; Reed et al., 2010). O MDM4 está geneticamente amplificado 
em um subgrupo de carcinomas de mama, cólon, pulmão, gliomas, e cerca de 65% 
das crianças com retinoblastoma (Laurie et al., 2006). Um consenso geral está 
surgindo de que, além da Nutlina e compostos derivados, um inibidor específico de 
MDM4 deverá ser desenvolvido para o tratamento eficaz do retinoblastoma e outros 
tumores que mantêm a expressão da p53 selvagem (Reed et al., 2010). 
Mutações hereditárias doTP53 causam um tipo raro de predisposição ao 
câncer familial conhecida como síndrome de Li-Fraumeni (LFS). Neste grupo de 
pacientes os membros de uma mesma família podem apresentar diferentes tipos de 
tumores e em uma ampla faixa etária, inclusive durante a infância. Esta síndrome é 
caracterizada pelos seguintes critérios: um probando com sarcoma diagnosticado 
em idade inferior a 45 anos; um parente de primeiro grau com menos de 45 anos e 
diagnóstico de qualquer tipo de câncer; além de mais um parente de primeiro ou de 
segundo grau da mesma linhagem com qualquer tipo de câncer antes dos 45 anos, 
ou com sarcoma em qualquer idade (Li et al., 1998). Indivíduos com LFS têm um 
risco maior para câncer em idades mais jovens do que a população em geral. 
Estima-se que 50% das malignidades associadas a SLF ocorrem antes de completar 
30 anos de idade (Lustbader et al., 1992). LFS está associada ao aumento da 
susceptibilidade a diversas malignidades, como sarcomas em tecidos moles, 
osteossarcomas, tumores cerebrais, carcinomas do plexo coróide (CPC) e TCA 
pediátrico, bem como a múltiplos outros tipos de tumores (Gonzalez et al., 2009). 
Em particular, as mulheres com LFS têm um risco significativamente elevado de 
câncer de mama na pré-menopausa (Olivier et al., 2003). Na avaliação de famílias 
para LFS, a idade jovem no momento do diagnóstico pode ser uma variável tão 
importante quanto o tipo específico de malignidade. 
Esquemas de classificação clínica foram descritos, que caracterizam a 
síndrome Li-Fraumeni-símile (LFL) como tendo características de LFS sem cumprir 
totalmente suas rigorosas exigências (Birch, 1994). Critérios adicionais 
estabelecidos por Chompret e colaboradores permitem a possibilidade de um 
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probando com um tumor relacionado a LFS, mas com um histórico familiar negativo 
de câncer (Chompret et al., 2001). 
Até o momento, TP53 é o único gene conhecido fortemente associado com 
LFS e LFL. O teste clínico envolve a análise da sequência de toda a região 
codificadora do TP53. Este método detecta cerca de 95% das mutações no TP53, a 
maioria das quais são mutações missense que alteram um único códon. Estima-se 
que 70% dos indivíduos com LFS e 8 a 22% dos indivíduos com LFL têm mutações 
TP53 detectáveis (Birch et al., 1994; Varley et al., 2003). A frequência de mutações 
de novo na LFS varia entre 7% e 20% (Gonzalez et al., 2009). Não é muito 
surpreendente que as mutações TP53 herdadas associadas com LFS estejam 
localizadas nos mesmos locais (“hot spots”) encontrados em tumores esporádicos. 
Uma das mutações hereditárias mais comuns no TP53 é a Arg175His. Este mutante 
não consegue dobrar-se corretamente, ligar-se ao DNA, ativar a transcrição, ou 
suprimir o crescimento celular. Portadores desta mutação, que é considerada 
altamente penetrante, têm maior risco para desenvolver câncer em idades precoces 
(Zambetti, 2007). 
Em comparação com a incidência de câncer em adultos, os tumores 
pediátricos são raros, e representam 1% a 2% de todos os casos de câncer nos 
Estados Unidos. No entanto, o câncer é a principal causa de morte relacionada a 
doenças em crianças (Jemal et al., 2003). Tumores infantis compreendem tipos 
diversos de malignidades com incidências variando ao redor do mundo de acordo 
com idade, sexo, etnia e geografia. Tais fatores podem fornecer importantes 
informações sobre a etiologia do câncer (Munir et al., 1996). 
Os TCAs da infância são neoplasias raras geralmente relacionadas a uma 
mutação germinativa do gene TP53 (supressor tumoral). A grande variação 
fenotípica (tipo, penetrância, malignidade e idade de aparecimento dos tumores), 
entre os mais de 300 tipos de mutações já descritas para o gene TP53 em humanos, 
revelou um espectrum sindrômico bastante interessante, variando entre a clássica 
síndrome de Li-Fraumeni (LFS) até formas clinicamente menos graves [LFS-like 
(LFL)], ou que não preenchem os critérios de LFL (Malkin et al., 1990; Birch, 1994; 




O TCA pediátrico é geralmente maligno e raro, mas sua incidência é 15 a 18 
vezes maior nos Estados do Paraná, São Paulo e sul de Minas Gerais (Marigo et al., 
1969; Pianovski et al., 2006; Seidinger et al., 2011; Custódio et al., 2013).  
Descobriu-se que a mutação TP53 R337H (herdada dos pais) é responsável pela 
elevada incidência do TCA (Ribeiro et al., 2001), que está associada a outros tipos 
de câncer em familiares (Figueiredo et al., 2006; Custódio et al., 2013) e que é 
responsável pela elevada incidência do carcinoma de plexo coróide (Custódio et al., 
2011; Seidinger et al., 2011). Porém a proporção de TCA em adultos portadores 
desta mutação é muito mais baixa do que em crianças (Latrônico et al., 2001; 
Custódio et al., 2012, 2013).  
A mutação R337H reduz a estabilidade do tetrâmero de p53 quando exposto a 
pH elevado e em temperatura supra-fisiológica (DiGiammarino et al., 2002), e já era 
conhecido que as propriedades de transcrição da proteína R337H (usando cDNA) 
não estavam alteradas em ensaios de ativação de gene repórter em condições 
fisiológicas (Ribeiro et al., 2001). 
O TCA pediátrico ocorre com uma incidência estimada de 0,3 por milhão de 
indivíduos com menos de 15 anos nos Estados Unidos e Europa. O TCA está 
associado com hemi-hipertrofia isolada ou síndrome de Beckwith-Wiedemann 
(Teinturier et al., 1999) e raramente ocorre em crianças com Neoplasia Endócrina 
Múltipla tipo 1 (Langer et al., 2002). No entanto, o TCA pediátrico pode também ser 
o primeiro evento em uma familia com uma mutação germinativa no TP53 e LFS (Li 
et al., 1998). As crianças com TCA normalmente apresentam sintomas relacionados 
com a produção excessiva de esteróides do córtex adrenal, sendo a virilização (70-
80%) e a síndrome de Cushing (20-30%) as manifestações endócrinas mais 
comuns. O estádio da doença, o qual inclui o tamanho do tumor, é o mais importante  
fator prognóstico. Os pacientes com doença residual após a ressecção incompleta 
do tumor ou doença metastática têm um prognóstico sombrio (Michalkiewicz et al., 
2004). 
O Registro Internacional de Tumor Adrenocortical Pediátrico (IPACTR) foi 
fundado por Raul Correa Ribeiro, no St. Jude Children’s Research Hospital, onde 
são coletadas informações clínicas e amostras biológicas, incluindo sangue e tumor. 
O perfil genético dos TCAs registrados no IPACTR mostra que aproximadamente 
75% dos TCAs são positivos para mutações no TP53 (8% somáticas e 92% 
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germinativas) (Ribeiro et al., 2012). Em uma coorte com 48 TCAs, foram detectadas 
23 mutações independentes no TP53 dentro e fora do DBD, e destas apenas 3 tipos 
de mutações foram detectadas mais de uma vez (Arg175His, Arg273Cys e 
Arg337His). West e colaboradores (West et al., 2006) também identificou uma nova 
variante na linhagem germinativa do TP53, Arg175Leu, cuja família não é propensa 
ao câncer, nem demonstra características de LFS. In vitro, o TP53 mutante 
Arg175Leu exibiu atividade supressora de tumor intermediária na regulação da 
transcrição, formação de colônias e apoptose, quando comparado ao tipo selvagem 
e ao mutante TP53 Arg175His, que é uma mutação bastante comum. Estes 
resultados sugerem que Arg175Leu retém atividade suficiente para suprimir o 
aparecimento de outros tumores, mas não o TCA. Portanto, nem todas as mutações 
no TP53 são funcionalmente equivalentes, e a natureza bioquímica do mutante pode 
influenciar significativamente os achados clínicos pertinentes (Zambetti et al., 2007; 
West et al., 2006). 
O TCA pediátrico é frequentemente diagnosticado em crianças de famílias com 
LFS e mutações no TP53 de alta penetrância. No entanto, há evidências crescentes 
de que mutações no TP53 de baixa penetrância aumentam a predisposição para o 
TCA na infância (Varley et al., 1999). A predisposição para TCA infantil no Sul do 
Brasil está associada à mutação germinativa TP53 Arg337His de baixa penetrância 
(Ribeiro et al., 2001). Esta mutação encontra-se dentro do domínio de 
tetramerização da p53 (aminoácidos 336-353). Especificamente, a arginina 337 de 
uma subunidade forma uma ponte salina com o aspartato 352 no monômero 
correspondente e estabiliza o complexo. Os estudos estruturais demonstram que o 
mutante TP53 Arg337His é instável e não dimeriza eficientemente em um pH 
fisiológico in vitro (Ribeiro et al., 2001; DiGiammarino et al., 2002). Por outro lado, 
verificou-se que exibe atividade semelhante ao P53 selvagem quando expresso 
ectopicamente em fibroblastos e células de osteossarcoma  sem o P53 selvagem 
(Ribeiro et al., 2001). Estas observações poderiam explicar a falta de associação de 
TP53 Arg337His com LFS. Em contraste, a substituição de cisteína no códon 337 
tem achados bioquímicos e clínicos muito diferentes (Lomax et al., 1998). A proteína 
mutante p53 Arg337Cys demonstra uma estrutura diferente, independente do pH, e 
exibe apenas atividades biológicas parcial (Davison et al., 1998).  
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De acordo com esta perda significativa de atividade funcional, portadores de 
uma mutação germinativa no TP53 Arg337Cys são suscetíveis a vários tipos de 
tumores, incluindo o câncer de mama (Lomax et al., 1998). Portanto, na maioria dos 
casos, a mutação Arg337His no TP53 tem um impacto significativamente menos 
grave na predisposição ao tumor que Arg337Cys, e esta diferença se correlaciona 
com o grau relativo de atividade, o qual pode ser medido em laboratório. Estas 
observações suportam o conceito de que as mutações em um único nucleotídio, 
dependendo do aminoácido substituído, têm diferentes consequências sobre a 
estrutura, a função, e o grau de atividade da p53 e que, por sua vez, afeta a 
suscetibilidade ao tumor (Zambetti et al., 2007; Pinto et al., 2011A, 2011B). 
 
O panorama genômico do TCA é significativamente diferente entre TCA com e 
sem mutação no TP53, e demonstra pequenas diferenças entre TCA com mutação 
no DBD e o TCA com a mutaçãoTP53 R337H (Letouzé et al., 2012). Estes autores 
identificaram perdas e ganhos cromossômicos em TCAs, com ou sem a mutação  no 
gene TP53. Os TCAs de pacientes brasileiros portadores da mutação germinativa de 
baixa penetrância,TP53 R337H, apresentaram perdas e ganhos semelhantes aos de 
TCAs  presentes em indivíduos de outros países com mutações na região de 
domínio de ligação ao DNA com maior penetrância. Estes dois grupos de TCAs 
apresentam maiores perdas e ganhos em relação aos TCAs sem mutação no gene 
TP53. Desta forma, mudanças importantes no genoma do TCA, indiretamente 
causadas por mutações no TP53, podem contribuir significativamente para agravar o 
prognóstico da doença. Por isso, no presente trabalho foi considerado adequado 
agrupar e avaliar os pacientes de acordo com a presença ou ausência de mutação 
no TP53. 
Além de apresentar o perfil genômico do TCA de crianças com base na 
presença ou  ausência de mutações no TP53, é importante também definir os 
grupos com base no prognóstico, e assim avaliar se as combinações genéticas 
observadas podem estar associadas com características clínico-patológicas de um 
estadio avançado. A dificuldade no planejamento e aconselhamento genético das 
crianças com a mutação TP53 R337H, e mais especificamente, quanto a orientação 
do seguimento ambulatorial, em relação a necessidade de intervalos mais ou menos 
frequentes, deve-se ao fato de os portadores da mutação TP53 R337H observada 
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no sul e sudeste do Brasil se apresentam em 4 grupos de risco distintos (elevado, 
médio, baixo e muito baixo) (Figueiredo et al., 2006; Custódio et al., 2013). Uma das 
alternativas para identificar o grupo de risco seria investigar se haveria outras 
alterações genéticas na linhagem germinativa, herdadas juntas ou não à mutação 
TP53 R337H. Por outro lado, a definição de prognóstico conta com uma base de 
dados clínico-patológicos bastante rica, onde se acrescenta também particularidades 
das alterações genéticas acumuladas. 
Estudos detalhados de famílias com essa mutação também revelaram uma 
maior incidência de carcinoma de plexo coróide em crianças (Seidinger et al., 2011; 
Custódio et al., 2011) e tumores de mama e estômago em adultos jovens 
(Assumpção et al., 2008; Custódio et al., 2013). A mutação TP53 Arg337His também 
foi observada em 7% dos osteossarcomas pediátricos no sul do Brasil (Seidinger et 
al., 2011; Oliveira et al., 2007). Esta frequência é muito maior do que a relatada para 
a população em geral da região (0,3%) e é maior do que a relatada para pacientes 
norte-americanos com osteossarcoma que tiveram qualquer mutação TP53 
constitucional (3%) (McIntyre et al., 1994). Estes resultados indicam a existência de 
outros fatores colaboradores que poderiam influenciar na susceptibilidade ao tumor 
na presença de TP53 Arg337His (Pinto et al., 2011A). 
Embora seja reconhecido que os indivíduos com certas mutações no TP53 (por 
exemplo, Arg175His) tenham alto risco para o câncer em idades precoces e tumores 
múltiplos, este não é o caso da Arg337His. Na verdade, muitos portadores desta 
mutação permanecem assintomáticos (Ribeiro et al., 2001; Figueiredo et al., 2006; 
Custódio et al., 2013.). A penetrância incompleta da TP53 Arg337His em TCA 
pediátrico (2%-10% dos portadores desenvolvem a doença) pode estar relacionada 
à sua incapacidade de agir como um regulador dominante negativo do alelo p53 
selvagem. Isto é consistente com quase 100% dos casos de TCA que sofrem LOH 
pela deleção do alelo p53 selvagem (Ribeiro et al., 2001; Seidinger et al., 2011; 
Pinto et al., 2005). 
Estudos moleculares identificam o mesmo haplótipo para o locus TP53 em 
indivíduos portadores da mutação Arg337His, indicando uma origem comum para 
esta alteração (efeito fundador) (Pinto et al., 2004). A maioria da população da 
região sul do Brasil é de origem Européia (portugueses, italianos, espanhóis e 
alemães) com influência indígena entre os brasileiros nativos e africanos (Parra et 
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al., 2003). A elevada incidência de TCA em pacientes desta região é, por 
conseguinte, explicada pela presença da mutação Arg337His na linhagem 
germinativa, que foi provavelmente herdada de um fundador em comum (Pinto et al., 
2004). No entanto, Arg337His tem sido detectada em casos isolados de TCA fora do 
Brasil, mas ainda não foi identificado qual elo entre a mutação TP53 R337H comum 
no Brasil e TP53 R337H identificada em  poucos indivíduos de outras países. 
 
2.2 FATORES COLABORADORES NO TCA PEDIÁTRICO  
 
Os fatores adicionais que têm sido implicados no TCA incluem defeitos de 
imprinting (silenciamento) e a super expressão do gene (IGF-2) que codifica o fator 
de crescimento semelhante à insulina tipo 2. O perfil de expressão genética do TCA 
humano esporádico revelou uma desregulação da região 11p15.5, e vários estudos 
têm demonstrado ser o IGF-2 o único transcrito com elevada expressão, entre 80% 
e 90% dos TCA (Giordano et al., 2003; Velazquez-Fernandez et al., 2005; West et 
al., 2007). O IGF-2 exerce os seus efeitos celulares principalmente através da 
expressão concomitante do receptor de IGF tipo 1 (IGF-1R). Curiosamente, durante 
o desenvolvimento dos órgãos no feto humano, a glândula adrenal tem um dos 
níveis mais elevados de expressão de IGF-2 que, subsequentemente, diminui após 
o nascimento (Han et al., 1998). Estas observações sugerem que a ativação da via 
de IGF é um mecanismo patológico comum usado pelas células tumorais durante a 
tumorigênese adrenocortical. 
Utilizando a hibridização genômica comparativa, foi demonstrado que os TCAs 
infantis são caracterizados por uma alta frequência de alterações cromossômicas, 
especialmente envolvendo a amplificação no braço longo do cromossomo 9, 9q33-
q34 (Figueiredo et al., 1999). Esta região cromossômica abriga o gene do fator 
esteroidogênico 1 (SF-1), e utilizando hibridização fluorescente in situ, um aumento 
no número de cópias de SF-1 foi detectado em 8 de 9 TCA pediátricos brasileiros. 
Tal achado sugere uma associação entre a amplificação do gene SF-1 e a 
tumorigênese adrenocortical na infância (Figueiredo et al., 2005). Consistente com 
estes resultados, todos os caso de TCA apresentava super expressão da proteína 
SF-1 (Pianovski et al., 2006). SF-1 é um membro órfão da família de receptores 
nucleares de fatores de transcrição e desempenha um papel importante na função  
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endócrina, incluindo a regulação de hidroxilases de esteróides, desenvolvimento e 
funcionamento do córtex adrenal, e na diferenciação sexual masculina (Parker et 
al.,1997). Além disso, o aumento da dosagem de SF-1 promove a proliferação das 
células e provoca a tumorigênese em camundongos (Doghman et al., 2007).  
A alfa-Inibina (INHA) parece ser um importante determinante do 
desenvolvimento do tumor adrenocortical em camundongos (Matzuk et al., 1994). A 
análise molecular dos TCAs de crianças brasileiras identificou mutações em INHA, e 
LOH foi observada em 8 de 9 tumores, sugerindo que INHA funciona como um 
supressor de TCA em portadores da mutação TP53 Arg337His (Longui et al., 2004). 
Portanto, de acordo com um modelo multifatorial de tumorigênese, a penetrância 
incompleta em portadores da mutação TP53 Arg337His e desenvolvimento do TCA, 
poderia ser parcialmente explicado pela aparente necessidade em perder 
supressores tumorais relevantes (por exemplo, INHA) e ativação de oncogenes 
colaboradores (por exemplo, SF1 e IGF-2).  
Está tornando-se claro que a maioria dos cânceres humanos adquiriram 
defeitos na via de sinalização do supressor tumoral p53, seja por mutação no TP53 
ou por alterações dos reguladores a montante, ou efetores a jusante. Nossos 
estudos clínicos e moleculares de TCA pediátrico têm permitido o avanço de nossa 
compreensão sobre a biologia básica da p53 nesses tumores. Foram descobertas 
importantes relações genótipo-fenótipo entre a consequência bioquímica das 
mutações germinativas no TP53 em relação à função da proteína p53 e sua 
associação com o risco de desenvolver câncer. Estes achados têm implicações 
importantes para o aconselhamento genético e a conduta clínica. Tendo como foco 
um raro câncer infantil, como TCA, é possível aprender muito, não somente sobre os 
mecanismos como a p53 exerce sua função como supressora tumoral, mas também 
sobre a própria doença e, finalmente, como melhorar os resultados e o prognóstico 
destes pacientes a longo prazo. O avanço nas pesquisas do TCA pediátrico foi 
fortemente facilitado pela criação do IPACTR e repositório de amostras de TCA e de 
sangue de pacientes de várias regiões do mundo (Michalkiewicz et al., 2004; Ribeiro 
et al., 2012). 
Entre a nossa descoberta da mutação germinativa TP53 R337H relacionada a 
maior incidência dos TCAs no Sul e Sudeste do Brasil (Ribeiro et al., 2001), e a 
grande freqüência (um portador para cada 370 nascidos vivos) desta mutação no 
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Estado do Paraná (Custódio et al., 2013), surgiram inúmeros estudos relatando 
alterações que poderiam explicar o perfil dos tumores benignos e malignos do córtex 
adrenal, porém todos foram incapazes de avançar nas suas conclusões em relação 
às alterações genéticas. Ficou bastante claro que a freqüência da mutação R337H 
na população do Estado do Paraná é semelhante a do Estado de São Paulo e sul de 
Minas Gerais, onde 98% dos TCA apresentaram a mutação R337H (Seidinger et al., 
2011).  
A tentativa de se encontrar alguma semelhança entre os casos de TCA com 
mutações na região de domínio de ligação do p53 e a mutação R337H (revisado por 
Pinto et al., 2011A; Zambetti, 2007), apenas destacou a existência de diferentes 
padrões de penetrâncias, maior freqüência de mutações na linhagem germinativa 
nos casos de TCA pediátricos, maior proporção de mutações somáticas nos TCA de 
adultos, e diferenças na perda de função do p53 em relação ao genótipo.  
 
Nos últimos anos surgiram oportunidades em todo o mundo para uma análise 
mais detalhada do genoma dos tumores humanos por meio das parcerias 
interinstitucionais e facilitado pelo custo reduzido do sequenciamento genômico 
completo (WGS) e do sequenciamento completo dos exomas (WES). Foi o que 
aconteceu na parceria entre o St. Jude Children’s Research Hospital e a 
Universidade de Washington dos Estados Unidos para elucidar as alterações 
genéticas dos tumores sólidos e das leucemias de crianças. Este grande projeto 
inicialmente divulgou as alterações epigenéticas com maior foco nos subtipos das 
leucemias (Huether et al., 2014). Estes autores determinaram a freqüência de 
mutações somáticas de 633 genes diretamente implicados com a regulação 
epigenética de 1020 tumores pediátricos (21 subtipos de tumores) por meio do WGS 
e do WES. Nesta rede de pesquisa foi incorporado o projeto dos tumores de córtex 
adrenal de crianças, com a proposta de elucidar as alterações genéticas 
relacionadas aos diferentes estágios dos TCAs, em relação ao genoma não tumoral 
de cada paciente. 
O presente estudo permitiu avaliar, com detalhes mais acurados, as alterações 
que estão presentes nos TCA malignos e benignos, e poderá esclarecer o papel das 





















Aprovação pelo Comitê de Ética e origem das amostras de DNA do sangue e 
dos tumores de córtex adrenal pediátricos 
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética do St. Jude Children’s Research 
Hospital de Memphis, TN, Estados Unidos e pelo Programa de Avaliação de 
Tratamento do Instituto Nacional do Câncer (NCI) dos Estados Unidos (ARAR12B1). 
O local de realização deste projeto foi no St. Jude Children’s Research Hospital, rua 
North Lauderdale, n. 332, Memphis, Tennessee, CEP 38105, EUA. 
O consentimento informado foi obtido dos pais ou responsáveis legais para 
inclusão do paciente no Registro Internacional do Tumor de Córtex Adrenal 
Pediatriático (IPACTR) do St. Jude Children's Research Hospital (St. Jude) 
(http://clinicaltrials.gov/show/NCT00700414) e do projeto Chidren's Oncology Group 
(COG) (http://clinicaltrials.gov/show/NCT00304070) que inclui pacientes de São 
Paulo. O IPACTR registra casos de TCA pediátricos de todo o mundo. Os estudos 
do COG inscreveu pacientes dos Estados Unidos, Canadá e Sul do Brasil, onde 
90% dos casos de TCA acontecem em portadores da mutação TP53 R337H. 
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As amostras para o WGS e WES incluíram sangue periférico e tecido tumoral 
de 26 pacientes do IPACTR, e de 11 pacientes do protocolo COG ARA0332. Um 
grupo adicional de 34 pacientes com tumores depositados no IPACTR, e amostras 
de DNA do sangue periférico de 23 casais, pais das crianças com TCA, foram 
incluídas para análise de LOH do cromossomo 11p, mutação no gene TP53 e 
CTNNB1. Seis amostras de tecido adrenal normal foram obtidas de pacientes 
submetidos  à nefrectomia devido ao diagnostico de tumor de Wilms primário do rim, 
sem envolvimento das adrenais pelo tumor, sendo estas utilizadas como controles 
normais em estudo de expressão dos genes analisados. 
 
3.1 SEQUENCIAMENTO COMPLETO DO GENOMA (WGS) 
 
Todas as amostras de tumor foram submetidas a estimativa da pureza 
ajustada, pureza do tumor, e heterogeneidade do tumor e de análise quantitativa de 
chromothripsis como previamente descrito (Chen et al., 2013). O WGS foi realizado 
como anteriormente descrito (Cheng et al., 2013; Zhang et al., 2012). O 
mapeamento do WGS, cobertura, avaliação da qualidade, anotações das variações 
de um único nucleotídio (SNV), detecção de indel, a previsão dos efeitos deletérios 
da mutações pontuais missense, e a identificação de LOH foram descritas 
anteriormente (Cheng et al., 2013). O WGS foi analisado usando o software de 
CREST como anteriormente descrito (Cheng et al., 2013; Zhang et al., 2012). A 
referência 37 de montagem do genoma humano do NCBI  foi utilizada para mapear 
as amostras. Alterações no número de cópias (CNAs) foram identificadas 
comparando as diferenças das leituras obtidas dos tumores em relação às amostras 
normais pareadas, e usando o algoritmo CONSERTING (Copy Number 
Segmentation by Regression Tree In Next-Gen sequencing). 
SNVs foram classificadas em três níveis distintos, como previamente descritos  
(Chen et al., 2013). 
Nível 1: Codificação sinônima, não sinônima e variantes splice-site e variantes não 
codificadoras 
Nível 2: Variantes conservadas (cutoff de conservação ≥ 500, baseado   em duas 
opções (tabela phastConsElements28way ou tabela phastConsElements17way do 
UCSC genome browser [http://genome.ucsc.edu/] e variantes nas regiões 
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regulatórias anotadas pelo UCSC annotation [regulatory annotations included 
targetScanS, ORegAnno, tfbsConsSites, vistaEnhancers,eponine, firstEF, L1 TAF1 
Valid, Poly(A), switchDbTss, encodeUViennaRnaz, laminB1, and cpgIslandExt]) 
Nível 3: Variantes de regiões não repetitivas mascaradas.  
Nível 4: Todos as outras SNVs. 
 
3.2 SEQUENCIAMENTO COMPLETO DOS EXOMAS (WES) 
 
Para o WES, foram preparadas as bibliotecas de DNA a partir de 1,0 µg de 
DNA do genoma completo amplificado (WGA) de amostras pareadas utilizando-se o 
kit de preparação de DNA da biblioteca Ilumina TruSeq de acordo com o protocolo 
do fabricante. A qualidade de construção da biblioteca foi avaliada em um  
Bioanalyzer (Agilent). Amostras da linha germinativa e da biblioteca de diagnóstico 
foram examinadas de forma independente para captura do exoma usando o kit para 
exoma da Illumina TruSeq  com enriquecimento conforme as instruções do 
fabricante. As bibliotecas capturadas foram então agrupadas na Illumina c-bot e 
seqüenciadas em uma plataforma Illumina HiSeq 2000 através da leitura de 
multiplex de 100 pares de base. 
 
3.3 VALIDAÇÃO DO SEQUENCIAMENTO DE DNA 
 
Para enriquecer regiões que contêm alterações em prováveis sequências, 
coordenadas genômicas dos alvos da WGS foram utilizadas para encomendar 
conjuntos de soluções de isca Nimbelgen Seqcap EZ (Roche). Foram realizadas a 
construção da biblioteca e enriquecimento dos alvos usando-se o repli-G (Qiagen) 
de DNA do WGA, conforme as instruções do fabricante. Os alvos enriquecidos foram 
sequenciados na plataforma Illumina por pareamento final de 100 ciclos. Os dados 
obtidos foram convertidos em arquivos FASTQ usando-se o programa casava 1.8.2 
(Illumina) e mapeados com um alinhador Burrows-Wheeler. Os SNVs putativos e 
indels do  sequenciamento dos exons foram validados pelo sequenciamento de 
amplicon de última geração. Resumidamente, os primers foram projetados para 
regiões genômicas (hg19) flanqueando o SNV detectado, mas não mais perto do 
que 100 pares de bases. O PCR foi realizado utilizando-se 20 a 30 ng de DNA a 
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partir de cada amostra de WGA. As amostras de DNA dos tumores e de amostras 
pareadas da linhagem germinativa foram utilizadas para cada conjunto de 
iniciadores para confirmar a presença do SNV / indel na amostra de diagnóstico. O 
PCR padrão foi realizado em reações de 25 µl, usando-se AccuPrime GC rico em 
polimerase de DNA (Invitrogen) nas seguintes condições de reação: 95oC durante 3 
minutos; 35 ciclos a 95oC durante 30 segundos, 65oC durante 30 segundos, e 72oC 
durante 1 minuto; e uma extensão de 10 minutos a 72oC com esfriamento até 4oC. 
Todos os amplicons de PCR foram verificados em gem E a 2% (Invitrogen) para 
garantir a qualidade dos produtos individuais amplificados.  
 
3.4 SEQUENCIAMENTO DO TRANSCRIPTOMA 
 
Para a construção da biblioteca, 2-5 µg de RNA total foram extraídos a partir de 
amostras de tumores utilizando Mini kits RNeasy da Qiagen, de acordo com as 
instruções do fabricante. As concentrações de RNA foram medidas usando-se um 
Espectrofotômetro NanoDrop 100 (Thermo Scientific). A integridade do RNA foi 
medida usando-se o sistema Bioanalyzer 2100 da Agilent. O RNA total foi tratado 
com DNAase I (Invitrogen) enriquecida com RNAm poli A, utilizando-se beads de 
oligo dT (Dynabeads, Invitrogen). A síntese de cDNA usou hexâmeros aleatórios e o 
kit Superscript para cDNA de dupla hélice (Invitrogen).  
 
3.5 ANÁLISE GISTIC  
 
Foi utilizado o cghMCR (uma implementação R de uma versão modificada de 
análise GISTIC proposta por Pounds et al., 2013) para localizar regiões que 
continham alterações numéricas de cópias. Foram identificados genes 
significativamente amplificados em relação ao controle normal, como aqueles com 
segmentos de ganhos (SGOL) com três desvios padrão acima da média de escores 
SGOL de todos os "ganhos". Genes com escores SGOL com 3 desvios padrões, 
abaixo da média de escores SGOL de todas as "perdas" foram selecionados como 
genes significativamente suprimidos.  
 




As regiões cn-LOH foram estimadas a partir dos dados da análise da CNA e 
LOH. Quando CN-LOH foi identificada numa população pura de células tumorais, os 
alelos heterozigóticos tinham tornado homozigoto para o alelo de referência ou o 
alelo alternativo. Por conseguinte, as frações de alelos mutantes para SNVs que se 
acumulam antes de cn-LOH foi 0 (zero) (alelo referência homozigoto) ou 1 (um) 
(alelo alternativo homozigoto), enquanto que as que ocorrem após SNVs CN- LOH 
tinha um máximo de 0,5 MAF (assumindo que não há uma segunda mutação no 
mesmo locus) em células tumorais.  
 
3.7 CONTEÚDO DE DNA TELOMÉRICO E TELÔMERO FISH  
 
Os dados do WGS foram analisados quanto ao teor total de DNA telomérico 
em tumores combinados com DNA da linha germinativa em 19 casos. As leituras do 
conteúdo telemérico  (TTAGGG) 4 ou (CCCTAA) 4 foram contadas e normalizadas 
para a cobertura genômica média, e a razão do log2 das estimativas do conteúdo de 
diagnóstico e da linhagem germinativa telomérica foram então calculadas para 
permitir a classificação de conteúdo telomérico como ganho, nenhuma alteração, ou 
perda (Parker et al., 2012).  
 
3.8 ANÁLISE DE MARCADORES MICROSSATÉLITES NO CROMOSSOMO 11P  
 
Para identificar as regiões comumente excluídas no cromossomo 11p15, 
avaliamos LOH em 16 pares de amostras de DNA, normais e tumorais, selecionados 
a partir dos grupos de recorrência (WES) e em 22 casos adicionais. Foram incluídos 
DNA do sangue periférico de 23 pares de pais. O DNA foi extraído por meio de 
protocolos padrão. Fluorescência de PCR semi-automatizado de genotipagem foi 
usada para detectar e analisar as perdas de alelos utilizando-se um painel de cinco 
marcadores microssatélites (D11S1363, D11S922, D11S4046, HumTH01 e 
D11S988).  
 




Para detectar e validar mutações de TP53 e outros genes, o DNA genômico de 
amostras de TCA foi examinado pela técnica de PCR com sequenciamento bi-
direcional de DNA  do exon 2 ao 11, os limites intron-exon do gene TP53  e o exon 3 
(codons 5-70) do gene CTNNB1. As reações de sequenciamento foram realizadas 
em um Analyzer 3730xl de alto rendimento de DNA (Applied Biosystems).  
 
3.10 INTEGRAÇÃO CROMOSSÔMICA – HHV-6 
 
Foram amplificadas as sequências dos genes da proteína principal do 
capsídio HHV6 e U94 no tumor e no DNA sanguíneo de casos nos grupos WGS e 
WES (n = 37). O ensaio de PCR foi realizado de acordo com protocolo previamente 
descrito (Leite et al., 2005;. Arbuckle et al., 2010). Casos positivos para o método de 
PCR foram testados por análise de FISH. Células mononucleares do sangue 
periférico foram cultivadas durante 72h em meio RPMI 1640 contendo 20% de FCS. 
Após 1 hora de tratamento com colcemide, as células foram colhidas de acordo com 
técnicas citogenéticas convencionais. As células em metáfase foram examinadas 
por FISH utilizando-se sondas de cosmídeos HHV6 marcadas por nick translation 
com fluoresceína-dUTP e uma sonda de duas cores mapeada para as sequências 5' 
e 3' da região de quebra comum dentro do locus MLL (11q23) (Abbott Molecular). A 
mistura de sondas HHV6/MLL foi aplicada para marcar células em metáfase e 
incubadas a 37°C por 12 horas. Posteriormente a lâmina foi lavada com SSC 2X, e 




As características clínicas e biológicas dos 37 (trinta e sete) casos de TCA 
estudados por WGS e WES estão resumidas nas Tabelas suplementares 1a e 1b. A 
idade mediana ao diagnóstico de 25 (vinte e cinco) meninas e 12 (doze) meninos foi 
de 53,5 meses (variação de 9,7-184,7 meses). Os tumores eram esporádicos (n = 
10) ou associados com síndromes constitucionais (LFS, n=25; BWS, n=2) e incluíam 
29 (vinte e nove) carcinomas, 3 (três) adenomas e 5 tumores de histologia 
indeterminada. Embora o tratamento não tenha sido uniforme, quase todos seguiram 
o protocolo ARAR0332 do Children’s Oncology Group (Ribeiro et al., 2012), que 
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consiste em cirurgia isolada para doença em estádio I e II, e cirurgia seguida de 
quimioterapia intensiva (cisplatina, doxorrubicina, etoposídeo e mitotano) para 
estádio avançado da doença (III e IV). Em um período de acompanhamento médio 
de 38 meses, 11 dos 35 (31%) pacientes tinham apresentado um evento adverso 
(recaída ou óbito). Cinco destes 11 morreram de doença progressiva e seis 
permanecem vivos em segunda remissão completa. Dois pacientes foram perdidos 
do acompanhamento. Os dados clínicos dos 34 pacientes adicionais com TCA, 



















Figura 1. Associação entre as características moleculares e clínico-patológicas de 
tumores adrenocorticais pediátricos. (a) Painel superior: características clínico-
patológicas de 19 pacientes do grupo WGS. Painel central: alterações genéticas, 
incluindo o status mutacional do TP53, ATRX e CTNNB1; comprimento dos 
telômeros; número de variações estruturais (SVs); taxa de mutação basal (BMR); 
chromothripsis e kataegis. Painel inferior: expressão de RNA de genes selecionados 
envolvidos na segregação cromossômica e controle do ciclo celular. Três grupos 
distintos de tumores (marcados abaixo) surgiram a partir dessa análise. Controle: 
tecido adrenocortical normal. (b) probabilidade de sobrevida livre de eventos 
segundo o método de Kaplan-Meier (teste exato log-rank) dos pacientes com TCA 









4.1 ANÁLISES DO GENOMA E TRANSCRIPTOMA 
 
DNA de tumores adrenocorticais e o correspondente DNA do sangue periférico 
foram analisados por WGS (n=19) a uma média de cobertura 41,9X (Tabela 
Suplementar 2a) ou pelo WES (n=18) a uma média de cobertura 84,8X (Tabela 
Suplementar 2b). Todas as lesões genéticas, incluindo as variações de nucleotídeo 
único (SNV), pequenas inserções/deleções (indels) e variações estruturais (SVs) 
foram validadas experimentalmente. Nas amostras do WGS, o número mediano de 
mutações pontuais não silenciosas foi de 5 (faixa de 1-97), a taxa de mutação de 
base/de fundo (TMB) mediana foi de 3,78 x 10-7 (variação de 5,01 x 10-8 a 2,40 x 
10-6 ) e o número mediano de SVs foi de 61 por caso (variação de 0-812) (Tabela 
Suplementar 3a-d). Perfis de transcriptomas dos tecidos adrenocorticais normais 
(n=6) e amostras de TCA do grupo WGS (n = 16) foram analisados por 






























Figura 2. Mutações somáticas no ATRX e análise dos telômeros dos tumores 
adrenocorticais pediátricos. (a) Distribuição de variações de nucleotídeo único não-
silenciosas em ATRX (pontos azuis: mutação nonsense; pontos vermelhos: mutação 
missense). (b) Wiggle plots mostrando deleção interna de vários éxons no gene 
ATRX em SJACT005, SJACT062 e SJACT069 (diagnóstico de tumor [D] e amostras 
germinativas [G]). (c) o comprimento relativo dos telômeros determinado por WGS 
em TCA pediátricos versus amostras germinativas correspondentes. (d) Imagens de 
amostras tumorais hibridizadas com o FISH telomérico (vermelho), sondas do 
cromossomo 4p (verde) e corados com DAPI para visualizar o núcleo (azul). 
Visualizações de alta ampliação demostram o sinal amplo e  ultra brilhante do ATRX 
mutante em células de tumor adrenocortical (SJACT007). 
 
 
4.2 MUTAÇÕES NO TP53 
 
Mutações germinativas no gene TP53 foram identificadas em 25 dos 37 pacientes 
(68%), incluindo 12 mutações R337H fundadoras, nos grupos WGS e WES 
combinados (Figura 1a e Figura Suplementar Figura 3a). Mutações somáticas 
(R175H, R273C e deleção homozigótica de ~200 Kb do cromossomo 17 englobando 
o TP53) também foram identificadas em 3 dos 12 TCAs associados com a linhagem 




















Figura 3. Características histopatológicas e genômicas de TCA com TP53 R337H. 
Todos os tumores tiveram um elevado índice mitótico (> 5 por 50 campos de alta 
aumento, H&E, 400X). A histologia demonstrou um padrão vago de grupos e 
cordões celulares ao lado de áreas de tamanho variado sem padrão distinto. Três 
casos (SJACT063, SJACT062 e SJACT069) demontraram um alto grau nuclear e 
acentuado pleomorfismo celular. SJACT070 teve ocasionais núcleos 
hipercromáticos e com um ou mais proeminentes nucléolos (SJACT69). O acúmulo 
de alterações genômicas ilustrado pelos circos plot (painéis inferiores) em paralelo 
com um aumento no peso do tumor, está correlacionado com um fenótipo tumoral 
mais agressivo (Grupo 1 vs Grupo 2). Nota: As marcações para gene interrompidos 
SVs (SJACT063 e SJACT062) e mutações não-codificantes (SJACT069) foram 
retirados dos circos plots.  
O método de sequenciamento de Sanger identificou mutações germinativas no TP53 
em 11 dos 34 casos (32%) no grupo de validação. Daqueles com TP53 germinativa 
do tipo selvagem (n=23) nesse grupo, três tumores adquiriram uma mutação 










Figura 4. Caracterização de LOH nos cromossomos 11 e 17 em TCA pediátrico. (a) 
Análise de microssatélites do cromossomo 11p15 no grupo WES. Todos os casos 
com DNA parental disponível demonstraram perda seletiva de cromossomo materno 
11p15 (n=8, roxo). (b) LOH nos cromossomos 11p e 17p e acúmulo de variações de 
nucleotídeo único (SNVs) em SJACT002. Gráficos de dispersão que mostram 
frações de alelos mutantes (MAFs) de SNVs somáticas e suas posições genômicas 
(pontos individuais) combinado com gráficos de densidade 2-D de valores de 
desequilíbrio alélico (AI) de SNPs heterozigotos da linhagem germinativa em regiões 
dos cromossomos 11p (esquerda) e 17p (centro). À direita, os valores de AI em 
regiões de cn-LOH dos cromossomos 11p e 17p foram comparados com a 
distribuição MAF das SNVs somáticas em regiões genômicas cn-LOH. (c) Células 
necróticas e figuras de mitose atípica (seta) são identificadas em SJACT63 e o 
gráfico de dispersão resume a ordem temporal de cn-LOH dos cromossomos 11p e 
17p e acúmulo de SNV somática em TCAs pediátricos. São também mostradas as 
medianas de AI para a região cn-LOH do cromossomo 11p, as medianas de AI para 
a região cn-LOH do cromossomo 17p, e mediana MAF de SNVs em regiões 
genômicas cn-LOH de 14 casos. Em adição, a Figura 4 mostra as indicações para 












4.3 MUTAÇÕES SOMÁTICAS ATRX 
 
ATRX codifica uma helicase que funciona na remodelação da cromatina e 
manutenção estrutural do telômero, e coopera com o DAXX para incorporar a 
histona variante H3.3 na cromatina (Clynes et al., 2013). Mutações somáticas 
nonsense no ATRX e SVs excluindo vários éxons foram identificadas por WGS em 6 
de 19 TCAs (32%), todas as quais foram associadas à mutações germinativas no 
TP53 (Figuras 1a e 2a,b). Uma mutação somática missense no ATRX (R2164S) 
também foi identificada por WES em um caso contendo uma deleção somática 
homozigota do TP53 (Figura 2a e Figura Suplementar 3b). Nenhuma mutação no 
DAXX ou TERT foi detectada em nosso grupo. Embora uma extensa amplificação da 
região abrangendo o lócus TERT tenha sido observada em 13 dos 19 casos WGS 
(68%), não foi detectada expressão do TERT pelo RNA-seq (dados não mostrados). 
Análise do comprimento dos telômeros baseado em WGS mostrou um aumento de 
DNA telomérico em todos os seis tumores com mutações no ATRX, mas não em 
tumores com o tipo selvagem ATRX (P=3,7 x 10-5, teste exato de Fisher) (Fig. 2c). 
Análise de telômero por FISH de 22 amostras disponíveis de tumores fixados em 
formalina, emblocados em parafina, revelou focos amplo e ultra-brilhante no 
telômero (Fig. 2d e dados não apresentados), em casos que albergam mutações no 
ATRX (n=5), sugerindo a ativação de um mecanismo de alongamento alternativo 
dos telômeros (ALT). Focos teloméricos foram também observados em SJACT023, 
embora WES tenha sido incapaz de detectar uma mutação ATRX neste tumor 
(dados não apresentados). 
 
4.4 MUTAÇÕES SOMÁTICAS NA Β-CATENINA 
 
Mutações somáticas na β-catenina (CTNNB1) foram identificadas em 3 dos 37 
tumores analisados nos grupos WGS e WES combinados (8%) (Figura 1a e Figura 
Suplementar 5). O sequenciamento alvo de Sanger revelou 10 mutações somáticas 
adicionais no CTNNB1 em 34 TCAs pediátricos de um grupo de validação (Figura 
Suplementar 4b). Em geral, as mutações no CTNNB1 (n=13) foram detectadas 
45 
 
apenas entre os casos de TP53 selvagem na linhagem germinativa (n=35) e não em 
tumores de pacientes com mutações constitucionais no TP53 (n=36) (P=2,5 x 10-5, 
teste exato de Fisher). No entanto, três tumores com mutações somáticas no 
CTNNB1 também adquiriram uma mutação no TP53 (IPACTR001, IPACTR013 e 
IPACTR019) (Figura Suplementar 4b). 
 
4.5 CLASSIFICAÇÃO GENÔMICA DO TCA 
 
Os resultados do WGS definiram três grupos de TCA pediátrico com base no  perfil 
mutacional dos genes TP53 e ATRX: Grupo 1) Mutação germinativa no TP53 e 
somática no ATRX (n=6); Grupo 2) Mutação germinativa no TP53 e nenhuma 
mutação no ATRX (n=9); e Grupo 3), TP53 e ATRX, ambos selvagens (n=4) (Figura 
1a). Grupo 1, os casos apresentaram tumores com pesos significativamente maiores 
(P=0,0066, teste de Mann-Whitney), e os pacientes foram significativamente mais 
propensos a pertencerem ao estádio 3 ou 4 da doença (P=0,0198, teste de Kendall), 
e foram associados com pior sobrevida livre de eventos em comparação com os 
Grupos 2 e 3 (P=5.0 x10-5) (Figura 1a,b). Os TCAs do Grupo 1 também tiveram um 
número significativamente maior de SVs (P=0,021, teste de Mann-Whitney) e maior 
taxa de mutação de base (BMR) (P=0,015, teste de Mann-Whitney) (Figura 3c 
Suplementar). Além disso, estes tumores apresentaram significativamente maior 
expressão de genes associados à instabilidade cromossômica e desregulação do 
controle do ciclo celular (PTTG1, P=0,019; ESPL1, P=0,015; CCNB1, P=0,018; 
BUB1, P=0,023; TPX2, P=0,032; MCM2 P=0,040, teste t) (Figura 1a). As 
características clínicas e moleculares dos casos do Grupo 2 foram mais 
heterogêneas, com números variáveis de SVs e BMR, e expressão de genes alvo 
(Figura 1 e Figura  Suplementar 3c). O grupo 3 mostra os tumores que 
apresentaram um número relativamente pequeno de SVs e uma baixa BMR, e a 
expressão de genes alvo foi semelhante à do tecido adrenocortical normal, e 
consistente com um prognóstico mais favorável (Figura 1 e Figura Suplementar 3c). 
O WGS não revelou qualquer alteração genética específica capaz de distinguir TCAs 
com TP53-R337H de tumores com outras mutações no TP53. No entanto, os 
tumores com TP53 R337H que adquiriram uma mutação no ATRX (SJACT062 e 
SJACT069) agruparam no Grupo 1 e exibiram um fenótipo agressivo (Figuras 1 e 3). 
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Os 8 casos com TP53 R337H restantes apresentaram perfis moleculares e estadio 
da doença variáveis (Figura 1 e Figura Suplementar 2). A relação entre as 
características histopatológicas, peso do tumor e complexidade das anormalidades 
genômicas em quatro casos com a mesma mutação germinativa TP53 R337H é 
ilustrada na Figura 3. 
 
4.6 PERDA DE HETEROZIGOSE DOS CROMOSSOMOS 11 AND 17 
 
A LOH no cromossomo 17 foi observada em 28 de 37 TCAs (76%) por análise WGS 
e WES. Todos os tumores com mutações germinativas (n=25) e somáticas (n=3) 
sofreram LOH com seleção do alelo selvagem (Fig. Suplementar 2 e dados não 
mostrados). Mais especificamente, WGS  demonstrou cópia neutra de LOH (cn-
LOH) do cromossoma 17 inteiro em todos os tumores associados a mutações 
germinativas no TP53 (n=15), bem como dois (SJACT003, SJATC004) dos quatro 
casos TP53 selvagem (Fig. Suplementar 2). LOH no cromossomo 11p também foi 
identicada em 32 dos 35 casos de TCA (91%). Dois pacientes com BWS (SJACT009 
and SJACT065) com homozigozidade 11p germinativa, sugestiva de dissomia 
uniparental (UPD), foram excluídos da análise pois a LOH não pode ser avaliada 
(Figura Suplementar 2 e Figura 4a). Além disso, cn-LOH do cromossomo 11p foi 
demonstrado por WGS em 14 de 18 TCAs analizados (Fig. Suplementar 2). Análise 
do marcador microssatélite de 22 casos adicionais de TCA pediátrico do grupo de 
validação, revelou LOH do cromossomo 11p em 20 tumores (95%; um caso 
[IPACTR004] foi excluído devido à UPD) (Figura Suplementar 4c). Notavelmente, 
100% dos casos dos grupos combinados que sofreram LOH no cromossomo 11p15 
e possuíam DNA parental disponível (n=23), mantiveram seletivamente o 
cromossomo paterno (P=2,4 x 10-7) (Figura 4a e Figura Suplementar 4c). 
A região 15 do braço curto do cromossomo humano 11 (ch11p15) contém um 
grande conjunto de genes imprintados, incluindo IGF-2, CDKN1C, KCNQ1 e H19. 
IGF-2 é um factor de crescimento fetal expresso pelo alelo paterno, enquanto que o 
inibidor do ciclo celular CDKN1C (p57), a proteína do canal de potássio KCNQ1 e os 
transcritos não codificantes H19, são expressos pelo alelo materno. A expressão de 
genes localizados na região 11p15 (chr11: 1704500-3658789) foi analisada por perfil 
de transcriptoma. O sequenciamento do RNA confirmou maior expressão de IGF2 
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em todos os tumores do grupo WGS em comparação com o tecido adrenocortical 
normal (P=2,987 x 10-07, teste t) (Fig. Suplementar 6). A expressão de KCNQ1, 
CDKN1C e H19 foi baixa na maioria dos casos, consistente com a perda do 
cromossomo 11p materno. SJACT006, que manteve ambas as cópias do 
cromossomo 11, também exibiu elevada expressão de IGF-2 e desregulação dos 
genes expressos  pelo alelo materno, sugerindo perda do controle de imprinting 
neste local (Figura Suplementar 6). 
 
4.7 CRONOLOGIA DA CN-LOH DOS CROMOSSOMOS 11 E 17 
 
Para avaliar a ordem temporal de aquisição de SNV somática e cn-LOH dos 
cromossomos 11 e 17, comparamos as frações de alelos mutantes (MAFs) de SNVs 
em regiões cn-LOH com valores de desequilíbrio alélico (AI), os quais expressam as 
diferentes frações dos alelos mutantes (SNPs heterozigoto germinativo) no tumor 
versus amostras germinativas (Figuras 4b,c e Figura Suplementar 7). Um evento cn-
LOH nas células tumorais irá levar a um valor esperado de AI de 0,5. Da mesma 
forma, SNVs somáticas adquiridas antes da cn-LOH resultaria em qualquer alelo de 
referência homozigótica (R) ou alelo mutante homozigoto (M), enquanto SNVs 
acumuladas após cn-LOH permaneceria heterozigotas na ausência de um segundo 
evento (Figura Suplementar 7a). A análise do WGS de 14 amostras informativas 
demonstrou que a maioria das SNVs nos cromossomos 11p e 17p foram adquiridas 
após cn-LOH, embora SJACT005 tenha sofrido cn-LOH durante o acúmulo de SNV 
(Figuras 4b,c e Figura Suplementar 7b). Estes resultados indicam que cn-LOH do 
cromossomos 11p e 17p ocorre no início da tumorigênese adrenocortical e precede 
o acúmulo de SNVs nessas regiões. 
 
4.8 INTEGRACÃO CROMOSSOMAL DO HERPESVÍRUS HUMANO 6 
 
O herpesvírus humano 6 (HHV-6) foi detectado por WGS na linhagem germinativa e 
no DNA tumoral do SJACT004 (Figura 5a) e pelo sequenciamento de Sanger em 
SJACT017 (dados não apresentados). A análise de FISH confirmou o local de 
integração cromossômica do HHV-6, assim como a região telomérica do 11p em 
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ambos os casos (Figura 5b). A análise da PCR demonstrou a transmissão paterna 







Figura 5. Integração cromossômica do herpesvírus humano 6 em TCA pediátrico. (a) 
Cobertura da plotagem para os casos SJACT004 e SJACT005 mostrando 
diagnóstico do tumor (D) e amostras germinativas (G) revela a integração do 
genoma completo do HHV6 em SJACT004. O genoma do HHV6 está duplicado na 
amostra de tumor como consequência da cn-LOH. (b) Hibridação fluorescente in situ 
(FISH) de cromossomos metafásicos utilizando-se sangue periférico confirmou a 
integração do HHV6 em 11p, em ambos os casos. A sonda MLL (cromossomo 
11q23) foi utilizada como controle (esquerda, SJACT004; direita, SJACT017). (c) 
HHV6 MCP (principal proteína do capsídio) e U94 foram amplificados por PCR de 
SJACT017 (linhagem germinativa e tumores) e DNA parental demonstrando a 
transmissão vertical paterna do HHV6 integrado. Exon 6 do gene TP53 foi 









A análise dos marcadores microssatélites e WGS confirmaram LOH no cromossomo 
11 com a seleção para HHV6 integrado em cada caso (Figura Suplementar 2, Figura 
4a e Figura Suplementar 4c). Análises genômica e do transcriptoma de SJACT004 
identificaram poucas SNVs e SVs somáticas, mas elevada expressão de IGF-2 
(Figuras Suplementares 2 e 6). Ambos os TCAs eram pequenos, estádio 1 e com 
bom prognóstico (Tabela Suplementar 1a,b). 
 
4.9 OUTROS EVENTOS GENÉTICOS 
 
Variações no número de cópias cromossômicas também foram avaliadas por uma 
versão modificada do GISTIC (identificação genômica de alvos significativos em 
câncer). Deleção focal do cromossomo 4q34  foi observada em 11 dos 19 casos 
avaliados por WGS (58%) (Figura Suplementar 8a,b). Ganhos no número de cópias 
foram generalizados com destaque do cromossomo 9q sendo superrepresentatados 
e amplificado em 16 dos 19 TCAs avaliados (Figura  Suplementar 8a,c). 
Fragmentação dos cromossomos consistentes com chromothripsis (Forment et al., 
2012) (Figura Suplementar 9) e padrões de hipermutação localizada referidos como 
kataegis (Nik-Zainal et al., 2012) (Figura Suplementar 10) foram observados em 
tumores em estádio avançado (Figura 1a). Variantes estruturais que resultam na 















Nossas análises genômicas definem cn-LOH do cromossomo 11p, com seleção 
contra o cromossomo materno e consequente super expressão de IGF-2, como um 
evento precoce e um marco da tumorigênese adrenocortical pediátrica. Embora o 
TCA pediátrico seja fortemente associado a mutações germinativas no TP53 (Oren, 
2003; Nichols et al., 2001; Ruijs et al., 2010), incluindo 60-70% das crianças com 
TCA (Wasserman et al, 2012.), apenas 4 a 6% dos portadores desta mutação 
desenvolvem  TCAs (Ribeiro et al., 2012), o que sugere o envolvimento de 
alterações genéticas colaborativas. Propomos que as mutações germinativas no 
TP53 podem contribuir para a tumorigênese adrenocortical promovendo a 
instabilidade cromossômica (Bischoff et al., 1990; Liu et al., 1996). Neste cenário, 
células aneuplóides do córtex adrenal que sofrem LOH no cromossomo 11p e 
desregulação dos genes na região de imprinting 11p15, podem ser selecionadas e 
expandidas através de super expressão constitutiva do IGF-2, o qual codifica um 
potente mitógeno e uma proteína promotora do crescimento fetal (Ehrlich, 2002; 
Feinberg e Tycko, 2004). Este mecanismo é consistente com nossa observação de 
anormalidades no cromossomo 11p e super expressão de IGF-2 em todos os casos 
de TCA com mutações germinativas no TP53. Clones que sofrem LOH no 
cromossomo 17 e perdem o alelo selvagem TP53, tornam-se mais instáveis, 
acumulam SNVs adicionais e são selecionados para outra expansão. Em suporte a 
esta hipótese, nossos estudos temporais colocam cn-LOH dos cromossomos 11p e 
17 durante o início da tumorigênese, antes da aquisição de alterações genômicas 
generalizadas. 
 Três alterações [2 polimorfismos no gene TP53 (R72P e Ins16) e o SNP309 
no gene MDM2], foram reportadas em câncer de mama de mulheres portadoras da 
mutação TP53 R337H, por pesquisadores do Centro Infantil Boldrini e do St. Jude 
Children´s Research Hospital (Assumpção et al., 2008). Entretanto, estas alterações 
não são frequentes nos TCAs. Por outro lado, a ampliação do número de cópias do 
gene do fator esteroidogênico 1 (SF-1) nos TCAs de crianças (Figueiredo et al., 
2005; Letourzé et al., 2012), que se correlaciona com o aparecimento de TCA em 
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camundongos transgênicos de SF-1 (Doghman et al., 2007), não foi confirmada no 
presente estudo, o que pode estar relacionada com as diferenças metodológicas.  
 
 
LOH do cromossomo 11p15 e anomalias de imprinting genômico nesta região, que 
levam à expressão constitutiva de IGF-2, são características de muitos outros 
tumores pediátricos, incluindo rabdomiossarcoma alveolar (Smith et al., 2001), tumor 
de Wilms (Rainier et al., 1993), e hepatoblastoma (Mussa et al., 2011). Da mesma 
forma, os carcinomas adrenocorticais adultos, mas não os adenomas, apresentam 
anormalidades de imprinting genômico no cromossomo 11p15 (Gicquel et al, 1997;. 
Assie et al, 2014.). No entanto, modelos de camundongos transgênicos demonstram 
que a super expressão do IGF-2 não é suficiente (Sun et al., 1997), e deve colaborar 
com outras alterações genéticas, como a ativação da beta-catenina (Heaton et al., 
2012), para promover a tumorigênese adrenocortical. De acordo com estes 
resultados, as mutações ativadoras no gene CTNNB1 foram relativamente 
frequentes em nosso grupo, principalmente nos casos com TP53 germinativo do tipo 
selvagem. 
  A falta de fortes indicadores de prognóstico tem limitado o progresso no 
tratamento do TCA infantil. A sobrevida global livre de eventos adversos é apenas 
cerca de 50%, e os pacientes com doença em estádio avançado têm sobrevida 
global ruim (Ribeiro et al, 2012; Michalkiewicz et al., 2004). Ao contrário de estudos 
de outros tumores embrionários pediátricos (Ehrlich et al., 2013;. Parham, 2001; 
Valentijn et al., 2012), o exame histopatológico (Dehner e Hill, 2009) e os achados 
moleculares (El Wakil et al., 2011) em TCA pediátrico não têm produzido categorias 
de prognósticos relevantes ou possibilitado novas abordagens terapêuticas.  Peso 
do tumor, volume e ressecabilidade cirúrgica formam a base da atual classificação 
de estádio da doença do Grupo de Oncologia Infantil - Children’s Oncology Group 
(COG) (Ribeiro et al., 2012). Todavia, este sistema necessita de aperfeiçoamento, 
visto que muitos pacientes sofrem recaída apesar de terem pequenos tumores que 
foram completamente ressecados; enquanto outros patientes são curados apesar 
dos resultados histológicos serem sugestivos de carcinoma (Magro et al., 2012). 
Nossa análise genômica abre oportunidades para esclarecer melhor a malignidade 
do TCA, que considera como pilares básicos, o tamanho do tumor, a histologia, e o 
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estadio da doença como os elementos mais importantes para determinação do 
prognóstico do TCA pediátrico (Ribeiro et al, 2012;. Michalkiewicz et al, 2004.). 
Notavelmente, tumores com ambas as mutações, mutação germinativa no gene 
TP53 e somática no gene ATRX (Grupo 1), foram significativamente associados com 
um elevado peso do tumor, com doença avançada (estadio COG III/IV), e baixa 
sobrevida livre de eventos. SJACT069 exemplifica um caso que foi classificado 
como doença limitada (COG estadio II) e inicialmente tratada somente com cirurgia, 
mas posteriormente metastatizou para os pulmões. Além disso, 5 de 6 pacientes do 
Grupo 1 apresentaram eventos adversos (recaída ou óbito), consistente com as 
descobertas genômicas indicativas de um fenótipo agressivo. Sete casos com 
mutações germinativas no gene TP53, porém com o gene ATRX do tipo selvagem 
(Grupo 2), apresentaram relativamente poucas alterações genômicas e excelente 
evolução clínica. Todos os pacientes eram portadores da mutação TP53 R337H, e 
71% tinham tumores pequenos (<100 g) ao diagnóstico. Como esses pacientes 
foram diagnosticados no Sul do Brasil, onde os pediatras estão cientes da 
susceptibilidade ao TCA, eles tendiam a receber diagnóstico e tratamento precoces. 
A triagem neonatal para o TP53 R337H e vigilância dos portadores para o 
diagnóstico precoce do TCA (Custódio et al., 2013) sugerem que pacientes com 
TP53 R337H, e possivelmente qualquer mutação germinativa no TP53, teriam 
adquirido adicionais alterações moleculares adversas se não tivessem sido 
submetidos à ressecção precoce do tumor. 
Em dois casos (SJACT004 e SJACT017), o HHV6 foi seletivamente integrado à 
região telomérica do cromossomo 11p. O HHV-6 é conhecido por integrar-se ao 
genoma a uma baixa frequência (~1%), preferindo as regiões teloméricas dos 
cromossomos 9q, 11p, 17p e 19q (Nacheva et al., 2010; Morissette e Flamand, 
2010). A integração do HHV-6 poderia facilitar a cn-LOH em 11p e a desregulação 
do imprinting no lócus 11p15, levando a uma super expressão do IGF-2. Em resumo, 
nosso estudo identificou alterações genéticas fundamentais envolvidas na 
tumorigênese adrenocortical pediátrica. A complexidade genômica dos TCAs 
infantis, particularmente aqueles com ambas as mutações, germinativa no TP53 e 
adquirida no ATRX, pode explicar a falha da quimioterapia padrão, ressaltando a 







O carcinoma adrenocortical pediátrico é uma neoplasia rara com mau prognóstico. 
Encontramos que a perda de heterozigose do cromossomo 11p ocorreu em 91% dos 
TCA e em todos os casos considerados informativos e selecionados contra o 
cromossomo materno, o que resultou na elevada expressão de IGF-2 em 100% dos 
tumores. Encontramos  também que mutações no TP53 e LOH do cromossomo 17, 
com seleção contra o TP53 tipo selvagem foram observadas em 28 casos de TCA 
(76%), e que LOH de cópia neutra dos cromossomos 11p e 17 ocorreu durante o 
início da tumorigênese, sugestivo de que estes eventos são  condutores do 
desenvolvimento tumoral. As alterações genéticas adicionais encontradas, mutações 
somáticas recorrentes no ATRX e CTNNB1, bem como a integração do HHV-6 na 
região telomérica do cromossomo 11p, podem contribuir para o crescimento do TCA. 
Um prognóstico muito adverso foi previsto por mutações concomitantes em TP53 e 
ATRX e anormalidades genômicas associadas, incluindo  variações estruturais 
complexas e uma elevada taxa de mutação de base. Coletivamente, esses achados 
demonstram a natureza, a cronologia e o potencial significado prognóstico das 
alterações genéticas no TCA pediátrico e delineam uma proposta de modelo de 
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Figura Suplementar 1 - Espectro de mutações no TCA pediátrico. (a) Número de 
variações na sequência (SNVs e indels), variações estruturais (SVs), e alterações no 
número de cópias (CNAs) derivadas do sequenciamento do genoma inteiro. Os 
primeiros 15 casos tinham mutações germinativas no TP53; os quatro finais tinham o 
gene TP53 selvagem. (b) O Heat mapa dos ganhos, perdas, indels, SNVs, e SVs em 

























































Figuras Suplementares 2 a, b, c, d, e, f, g, h - Plotagem das alterações genéticas 
identificadas em TCA pediátricos por WGS. Estão descritos CNAs, translocações 
intra e inter cromossômicas e alterações na sequência identificada por WGS. LOH, 
laranja; amplificação, vermelho; deleção, azul. Mutações: variações silenciosas de 
nucleotídeo único (SNVs), verde; SNVs não silenciosa, marrom; indels, vermelho. 
Genes em pontos de quebra, variantes estruturais incluem genes envolvidos em 
fusões in-frame (rosa) e outros (azul). Os casos SJACT062, SJACT063, SJACT069 















Figuras Suplementares 3 a, b,  c - Mutações no gene TP53 em TCA pediátricos. (a) 
Diagrama de mutações germinativas no TP53 (linhas verdes) e somáticas (linhas 
pretas)  detectadas por WGS e WES. (b) Sequenciamento do genoma inteiro com 
cobertura de 17p13 em SJACT021 [tumor (D) e linhagem germinativa (G)], com uma 
deleção homozigótica de aproximadamente 200 kb abrangendo TP53 na amostra 
tumoral. (c) Boxplots de BMR, SNVs não-silenciosas, SVs totais e comprimento CNA 
total em TCA pediátricos associados com o TP53 tipo selvagem (WT), TP53 mutante 















Figura Suplementar 4 - Status de TP53, CTNNB1 e cromossomo 11p15 em TCA do 
grupo de validação. (b) Diagrama de mutações germinativas no TP53,(linhas verdes) 
e somáticas (pretas), detectadas pelo método de sequenciamento de Sanger. (b) 
Distribuição de mutações em CTNNB1. (c) Representação esquemática da análise 
de microssatélites do cromossomo 11p15 em 22 TCAs pediátricos. A seleção contra 
o alelo materno foi observada em todos os casos informativos com DNA parental 
















Figura Suplementar 5 - Distribuição de mutações CTNNB1 em TCAs pediátricos dos 
grupos WGS e WES. Mutação missense e frame-shift no CTNNB1 foram detectadas 








Figura Suplementar 6 - Sequenciamento do transcriptoma de genes selecionados na 
região de genes imprintados em 11p15. O IGF2 foi identificado consistentemente 
superexpresso em todos os casos. Amostras de tecido adrenocorticais normais 

























Figura Suplementar 7 - Cronologia da cn-LOH em TCA pediátricos no grupo de 
WGS. (a) Cenários hipotéticos da cronologia do cn-LOH e acúmulo de SNV. A 
fração do alelo mutante (MAF) de SNVs na região cn-LOH foi usada para determinar 
a ordem temporal de cn-LOH e acúmulo de SNV. Painéis superior e central: A SNV 
somática ocorreu antes de cn-LOH. Se cn-LOH selecionou o cromossomo portador 
do alelo mutante (M), a MAF é 1 (painel superior). Se cn-LOH selecionou o 
cromossomo com o alelo de referência (R), o MAF é 0 (painel do meio). Painel 
inferior: Quando uma SNV foi acumulada após cn-LOH, a MAF é 0,5. (b) Momento 
de cn-LOH em TCA pediátricos no grupo WGS. AI = desequilíbrio alélico; MAF= 






Figura Suplementar 8 - Mudanças no número de cromossomos dos TCAs 
pediátricos. (a) Análise de GISTIC mostrando ganhos no número de cópias (verde)  
e perdas (vermelho) em todos os cromossomos. As linhas tracejadas representam o 
limite de significância estatística. SGOL, segmentos de ganho ou perda. (b) Perfil da 
alteração no número de cópias (CNA) da defecção focal de 4q34. (c) perfil dade 


























Figura Suplementar 9 - Assinaturas de chromothripsis no TCA pediátrico. (a) 
Rearranjos envolvendo vários cromossomos em SJACT005. (b) Rearranjos restritos 



















Figura Suplementar 10 - Assinaturas de kataegis no TCA pediátrico. (a) Plotagens 
mostrando Log10 da distância intermutação versus o número de mutação por 
tumores do grupo WGS com pelo menos 500 SNVs validados. SJACT001, 
SJACT008, SJACT062 e SJACT069 exibiram padrões característicos da kataegis, 
enquanto os outros quatro casos são negativos. Os restantes 11 casos WGS foram 
excluídos por falta de SNVS que atingiram o limite para análise. (b) A análise 
detalhada do SJACT008. Plotagem mostrando o Log10 da distância intermutação 
versus o número de mutações (painel superior). Os cromossomos são demarcados 
por tonalidade cinza e o número de SVs em cada cromossomo é mostrado em 
marrom na parte inferior. SNVs validados são plotados e codificados por cor pelo 
tipo de mutação. (c) A análise detalhada do cromossomo 6 representativo em 
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